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RESUME 
 
 
 
 
 
 Dorsal-ventral patterning is an important process during development in bilaterians and 
relies on an interplay between secreted BMP factors and their antagonists produced in two 
opposite signaling centers. Studies in Xenopus have shown that the dorsal and ventral signaling 
centers communicate each other to finely regulate the level of BMP signaling by using an 
autoregulatory expansion-repression circuit based on the activity of an atypical BMP called 
ADMP, whose transcription is repressed by BMP signaling. When BMP2/4 signaling decreases, 
admp expression increases and reactivates the BMP signaling pathway. The molecular 
mechanisms by which BMP signaling represses ADMP expression remain however, largely 
enigmatic.  
 Recent studies in the tunicate Ciona intestinalis have uncovered a key role for the 
secreted factor Pinhead in this process. However, whether the function of Pinhead as a key 
regulator of admp expression is conserved in other species has never been investigated.  
  
 To test if the role of Pinhead in mediating the repression of admp is conserved in 
echinoderms, we cloned the sea urchin pinhead and analyzed its spatiotemporal expression. Our 
results suggest that the positive regulation of pinhead by BMP signaling is not conserved in the 
sea urchin. We also perturbed the function of pinhead by injecting mRNA encoding Pinhead and 
antisense morpholino oligonucleotides targeting the pinhead transcript. Our results do not support 
the idea that Pinhead is a central regulator of admp expression in the sea urchin and suggest that 
additional mechanism likely account for the repression of pinhead by BMP signaling in this 
embryo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
5 
 
 
ABREVIATIONS 
 
 
 
 
 
TGFβ: Transforming growth factor β 
ASW: Artificial sea water 
BMP2/4: Bone morphogene protein 
ADMP1: Anti-dorsalizing morphogene protein 1 
H2O DEPC : Eau traitée au diethyl pyrocarbonate 
HIGS: Heat inactived goat serum 
EB: early blastula 
MB: mesenchyme blastula 
EG: early gastrula 
LG: late gastrula 
PBST: Phosphate buffered saline Tween-20 
PABA: acide para-aminobenzoïque 
RLDX: Rhodamine-lysine-dextran 
SSC: Saline sodium citrate 
EDTA: Éthylène Diamine Tétra-Acétique 
DIG: Digoxygènine 
BCIP: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 
NBT: nitro blue tetrazolium 
PCR: polymerase chain reaction 
ORF: phase ouverte de lecture (open read frame) 
UTR: région non traduite (untranslated region) 
Mo: Morpholino 
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INTRODUCTION 
 
 
 
 
 
1) Le modèle du laboratoire : l’oursin Paracentrotus Lividus 
 
La formation de l’axe dorso-ventral (D/V) est un processus conservé qui est très important 
lors du développement embryonnaire. Au laboratoire, on étudie l’ensemble des mécanismes liés à 
la mise en place de l’axe D/V grâce au modèle: Paracentrotus Lividus, l’oursin de mer. 
Ce modèle est largement utilisé pour les études fonctionnelles car il présente de nombreux 
avantages. Il s’agit d’un organisme sans redondance génétique qui fournit un grand nombre de 
gamètes. Ces gamètes sont fécondés facilement in vitro et les embryons produits se développent 
ex vivo, où l’on peut suivre leur développement. De plus, ils sont transparents et donc adaptés à la 
microscopie optique. 
Les oursins sont également très intéressants car ce sont des échinodermes et sont célèbres 
pour leur grande plasticité. Ils reforment des larves correctement proportionnées lors 
d’amputations expérimentales d’une partie de leurs cellules.[10] 
De plus, leur phylum est apparenté aux vertébrés avec lesquels ils partagent une symétrie 
bilatérale et l’émergence d’un centre organisateur. Le centre organisateur est une région de 
l’embryon qui permet la mise en place de l’axe D/V et dont la composition est conservée au cours 
de l’évolution. Les TGFβ font partis du centre organisateur et sont des acteurs de la mise en place 
de l’axe D/V.[6] 
Toutefois, les échinodermes ont un axe inversé par rapport aux vertébrés. Ainsi, le centre 
organisateur est localisé du côté ventral chez les échinodermes tandis qu’il se trouve du côté 
dorsal chez les vertébrés.[1][9] 
Il serait donc intéressant de comprendre si les processus d’induction de l’axe D/V sont en 
lien avec les propriétés plastiques des embryons d’oursins.(fig1a) 
 
 
2) Les acteurs de la formation de l’axe dorso-ventral : Les TGFβ 
 
Chez les vertébrés, le TGFβ Nodal est localisé au sein du centre organisateur. Il s’agit d’un 
ligand diffusible qui induit la formation du côté dorsal de l’embryon. Du côté ventral, le TGFβ 
BMP2/4 est exprimé [3]. Ils forment ainsi deux sources de ligands TGFβ qui induisent la 
formation de l’axe D/V. 
 
Chez P.Lividus, nodal est exprimé du côté ventral et est capable d’induire l’expression de 
BMP2/4[13]. Le ligand BMP2/4 est produit du côté ventral puis transloqué du côté dorsal de 
l’embryon. BMP2/4 va activer la voie de signalisation des smads 1/5/8 en se fixant sur son 
récepteur spécifique. Les Smads activés par phosphorylation vont induire les gènes 
dorsaux.(fig1b)[1][5][7][8] 
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3) Le système d’autorégulation de la voie BMP2/4 par admp1 
 
Chez les vertébrés, les chercheurs pensaient que la formation de l’axe D/V était liée uniquement à 
la présence des deux sources opposées de TGFβ. Mais cela n’expliquait pas d’anciennes 
expériences d’embryologie effectuées sur le Xénope. 
L’une de ces expériences consiste à découper un embryon en deux, séparant la moitié ventrale de 
la moitié dorsale. La moitié dorsale de l’embryon reforme alors un axe D/V complet tandis que la 
moitié ventrale devient un embryon entièrement ventraliser. Les chercheurs ont alors recherché 
l’élément qui permet à la moitié dorsale de reformer un axe complet. Ils ont identifié un ligand de 
type BMP2/4 en aval de Nodal qui se nomme ADMP1. 
ADMP1 induit un phénomène compensatoire de la voie BMP2/4. Ainsi, chez un embryon 
sauvage, admp1 est réprimé par la voie BMP2/4 contrairement à bmp2/4 qui lui est auto-activé 
par sa propre voie. Cela restreint la protéine ADMP1 du côté dorsal. 
En absence de BMP2/4, ADMP1 va pouvoir diffuser jusqu’à l’extrémité ventrale de l’embryon 
pour réactiver la voie de signalisation et rétablir un axe D/V. Ce mécanisme d’expansion-
répression qui lie ADMP1 et BMP2/4 permet de maintenir l’équilibre de la voie BMP2/4. [2][11] 
Il serait donc intéressant de comprendre si un tel phénomène compensatoire est conservé chez 
l’oursin et si cela permet d’expliquer en partie la plasticité des embryons. 
 
Chez P.Lividus, la présence d’admp1 a été mise en évidence par de récentes études. Le 
laboratoire a pu démontrer que admp1 était bien exprimé en aval de nodal et réprimé par bmp2/4 
bien que les axes soit inversés.(fig1b)[non publié] 
 
Toutefois, de nombreuses interrogations existent encore sur les mécanismes de répression de 
bmp2/4 sur admp1 que ce soit chez l’oursin ou chez les vertébrés. 
 
 
4) La répression de bmp2/4 sur admp1 par le facteur Pinhead 
 
En 2012, de nouvelles études [12] éclairent le mécanisme de répression liant bmp2/4 et admp1. 
Ces recherches chez l’Ascidie ont mis en évidence la présence d’un gène induit par bmp2/4 qui 
aurait une action répressive sur admp1. Ce gène se nomme pinhead et il code une protéine 
sécrétée à domaine cystéine knot qui se dimérise avec les TGFβ. Il s’agit d’un mécanisme de 
répression protéine-protéine qui empêcherait la fixation des TGFβ sur leurs récepteurs. 
Les chercheurs ont également observé un second mécanisme de répression au niveau 
transcriptionnel. Cette répression transcriptionnelle est liée à la localisation de pinhead sur le 
chromosome. Il se trouve juste en amont du transcrit admp1 et est orienté dans la même direction. 
Les séquences régulatrices à proximité de ces gènes impliquent une compétition pour la 
transcription. Ces gènes partagent un enhancer qui favorise la transcription. Ainsi lorsque 
pinhead est induit par bmp2/4, admp1 ne peut être transcrit. 
Inversement, lorsque la voie BMP2/4 est inactive, admp1 est transcrit et pinhead est réprimé. 
 
Toutefois, ces travaux n’ont été réalisés que chez l’Ascidie, nous nous proposons donc d’étudier 
la conservation de ce gène et de son rôle chez notre modèle P.Lividus. 
Nous espérons en apprendre d’avantage sur les mécanismes de compensation et de plasticité des 
embryons qui restent encore aujourd’hui énigmatiques. 
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Figure 1 : L’axe dorso-ventral chez l’oursin Paracentrotus Lividus. 
 
a) Développement embryonnaire de l’oursin Paracentrotus Lividus 
 
Légende figure 1a) Le développement de l’embryon d’oursin P.Lividus du stade œuf au stade tardif Pluteus en vue latérale et vue 
animale (d’après Lapraz et al.2009). 
 
 
b) Les TGFβ dans la mise en place de l’axe dorso-ventral chez P.Lividus 
 
Légende figure 1b) Régulation des acteurs de la mise en place de l’axe dorso-ventral.  
nodal induit l’expression de bmp2/4 et des inhibiteurs de bmp2/4 pour distribuer ce dernier en gradient le long de l’axe dorso-
ventral. Le transcrit nodal est capable de s’auto-activer et induit l’expression d’admp1. Le ligand ADMP1 peut diffuser du côté 
ventral en absence de bmp2/4. Le transcrit bmp2/4 réprime l’expression d’admp1 en condition sauvage. Il s’agit d’un mécanisme 
d’expansion-répression.  
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c) Les différents mécanismes de répression de pinhead chez l’Ascidie 
 
 
 
 
 
Légende figure 1c)  
Du côté ventral de l’embryon, la voie BMP2/4 est inactive, pinhead n’est pas induit ce qui permet la transcription du gène admp1.  
Du côté dorsal, la voie BMP2/4 est active ce qui induit l’expression de pinhead et réprime l’expression du gène admp1. 
Entre ces deux territoires, la protéine Pinhead est sécrétée et se lie avec le ligand diffusible ADMP1 pour l’empêcher de se fixer 
sur ces récepteurs cibles. 
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OBJECTIFS 
 
 
 
 
 
Nous avons pour objectif de déterminer si le transcrit pinhead est conservé ainsi que ses actions 
répressives sur le TGFβ ADMP1 chez Paracentrotus Lividus. 
 
Pour atteindre ces objectifs, nous allons cloner l’ADNc du transcrit pinhead après l’avoir 
recherché dans les bases de données de P.Lividus. 
A partir de ce clone nous allons synthétiser des sondes d’hybridation in situ pour observer le 
profil d’expression de pinhead. 
 
Ensuite, nous essayerons de comprendre son rôle chez l’embryon d’oursin en modifiant son 
expression et en observant les modifications qu’il peut engendrer aux acteurs de la mise en place 
de l’axe dorso-ventral et au transcrit admp1. 
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MATERIELS ET METHODES 
1) Analyse bio-informatique 
Echinobase: base de données des échinodermes. 
SpBase: Données du génome de Strongylocentrotus Purpuratus. 
Octopus.obs-vlfr.fr: Base de données des séquences de Paracentrotus Lividus de l’observatoire 
de Villefranche. 
2) Clonage du gène pinhead 
PCR de pinhead: 
Pour cloner l’ADNc de pinhead nous avons choisi des amorces à chaque extrémité de son ORF. 
Aux extrémités des amorces nous avons intégré des sites de restrictions pour faciliter l’insertion 
dans le vecteur. Nous avons choisi plusieurs couples d’amorces avec des sites de restrictions 
différents car nous ne connaissions pas l’intégralité de la séquence de pinhead et s’il existe des 
sites internes de restrictions nous n’aurions pas pu insérer l’ORF complet dans les vecteurs pCS2 
(synthèse d’ARNm) et pBluescript (synthèse sonde). 
Nous avons réalisé cette PCR sur des ADNc d’oursin des différents stades du développement car 
nous ne connaissions pas le profil d’expression de pinhead. Nous avons utilisé une polymérase 
iproof (haute-fidélité) à 60°C durant 35cycles. Par la suite nous avons purifié, digéré et liguer les 
inserts dans les vecteurs eux même digérés. 
Primer Forward 
5'-CTTGGATCCACCATG CAGCTCTTAGGAATTAATGTACTTGG-3' Site BamHI - ATG 
5'-CTTGAATTCACCATG CAGCTCTTAGGAATTAATGTACTTGG-3' Site EcorI – ATG 
Primer Reverse 
5'-CTTCTCGAGCTAG GCTATGTCTTGCCGGTGGATGCGTGGCAGG-3' Site XhoI - TAG 
5'-CTTCTCGAGCTAG GCTATGTCTTGCCGGTGGATGCGTGGCAGG-3' Site XbaI - TAG 
 
3'RACE PCR Pinhead 
Le laboratoire d’accueil à extrait les ADNc d'embryons d'oursin à différents stades. Ils ont traité 
les cDNA pour leurs apposer un adaptateur en 3'UTR. Sur ces matrices, nous effectuons une PCR 
externe qui va amplifier un fragment entre l'adaptateur et le primer que nous avons choisi. Nous 
faisons une PCR de 35cycles à l'aide d'un mélange de deux polymérases (l’une de type Taq et 
l’autre de type iproof). Ensuite nous effectuons une PCR interne en utilisant pour matrice la PCR 
externe avec des amorces plus internes pour augmenter la spécificité du fragment amplifié. 
Ensuite nous avons cloné l’insert dans un vecteur pGemt. 
Primer 1 : 5’-GGACTTAGATGTTGGCAGATGTGTTGGA-3’ 
Primer 2 : 5’-TCTTACCGTATCATCCACATCTTGCAGC-3’ 
Primer 3 : 5’-CTCCATCTACACCATCACTGATTGCTCC-3’ 
 
Transformation des bactéries compétentes Top10 avec l’insert Pinhead 
On transforme les bactéries par la technique du choc thermique. Les boites ont été traitées 
préalablement au Xgal car les vecteurs pBluescript et pGemt possèdent le gène de sélection LacZ 
qui va nous permettre de sélectionner les bactéries transformées. Les bactéries avec insert seront 
blanches car le cadre de lecture sera décalé tandis que les bactéries avec les vecteurs vides seront 
bleues car le gène de la βgalactosidase (LacZ) va transformer le Xgal en un produit bleu. 
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Extraction de l'ADN plasmidique 
Les colonies en culture liquide seront centrifugées pour récupérer le culot bactérien. On 
resuspend le culot bactérien avec une solution contenant de la Rnase à 100µg/ml. On ajoute de la 
solution de lyse alcaline contenant de la soude NaOH à 0,2M qui va augmenter le pH de la 
solution et des détergents SDS 1% qui vont lyser les membranes des bactéries. La lyse alcaline va 
permettre de dénaturer l’ADN plasmidique et chromosomique bactérien. On ajoute de la solution 
de neutralisation (de l'acétate de potassium à 3M, pH acide) qui va former un précipité avec les 
débris cellulaire, le SDS et l’ADN chromosomique tandis que l’ADN plasmidique va être 
renaturé. Par la suite, on récupère le surnageant avec l'ADN plasmidique dans un nouveau tube. 
3) Injection des embryons d'oursin 
Linéarisation des clones Pinhead : 
Pour linéariser l’ADN plasmidique obtenu précédemment on digère durant 3h à 37°C avec une 
enzyme de restriction spécifique. Si nous devons faire une matrice de sonde d'hybridation in situ 
nous devrons couper en 5' pour pouvoir synthétiser une sonde antisens. Au contraire, si nous 
devons faire une matrice d'ARNm il faut couper en 3' pour produire un brin sens. 
Ensuite, nous avons purifié les linéarisations par une extraction phénol-chloroforme. Le phénol 
va précipiter les protéines de nos solutions et nous permettre de récupérer le surnageant contenant 
les plasmides après centrifugation. Enfin, on effectue une précipitation éthanol qui va nous 
permettre d’augmenter le niveau de purification. 
 
Transcription in vitro des sondes d'hybridation in situ et de l'ARNm Pinhead 
On incube durant 3h à 37°C, 4µg d'ADN plasmidique linéarisé avec du Tampon, de la Rnasine 
qui protégera l'ARN nouvellement synthétisé des Rnases, des dNTP (et des dUTP-DIG pour la 
synthèse des sondes d'hybridation) et de la RNApolymérase. Au terme, on ajoute une Dnase 
Turbo qui va dégrader la matrice plasmidique, on conserve les produits de synthèses sur glace. 
Ensuite on purifie nos ARNm et sondes en utilisant des colonnes de Sephadex qui retiennent les 
nucléotides non incorporés et laissent passer l’ARNm et les sondes dans un tube de récupération. 
Nous exécutons ensuite une précipitation éthanol en n’omettant pas de rajouter des sels et du 
glycogène pour que l’ARNm puisse précipiter. Nous n’avons pas utilisé d’extraction phénol 
chloroforme car cette technique piège les motifs cholestérol comme la dioxygènine des sondes 
d’hybridation in situ. Enfin nous allons déposer une faible quantité sur gel et doser les solutions 
pour nous assurer de la présence des ARNm et sondes. 
 
Prélèvement des gamètes d’oursin adulte 
Les ovules sont récoltés dans de l'eau de mer non filtrée tandis que les spermatozoïdes sont 
conservés dans un tube à hémolyse sec à 4°C. 
Les ovules doivent subir un traitement acide pour perdre leurs gangues. La gangue est une couche 
de polysaccharides qui protège les embryons et empêche la fixation des embryons sur la boite 
d'injection. On utilise une solution HCl à 0,05N +ASW pour descendre le pH à 5,4 durant 
1min30s puis on ajoute du Tris 1M à pH:8 pour retrouver le pH de la mer. 
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Mise en place du matériel d'injection 
On traite les boites d'injection à la protamine pour que les embryons puissent se fixer. On ajoute 
du PABA 1X, ASW pour empêcher le durcissement de la membrane protéique de fécondation en 
formation. On place ensuite les œufs dans la boite d'injection sur la zone traitée à la protamine. 
Les solutions d’injections sont mélangées avec des fluorochromes (RLDX). On injecte 2-4ρl des 
solutions puis on sélectionne les embryons injectés grâce à la fluorescence. 
4) Hybridation in situ sur des embryons 
Fixation des embryons 
On fixe les embryons grâce à la paraformaldéhyde 4% durant 1h et on les conserve dans du 
méthanol à -20°C qui va perméabiliser et déshydrater les embryons. 
 
Protocole d'hybridation in situ 
Jour1: On réhydrate les embryons fixés par deux lavages PBST. On incube les embryons une 
heure à 65°C dans un mix d'hybridation contenant de la formamide à 50% qui va abaisser la 
température de dénaturation, du SSC (tampon et sels) qui vont diminuer la stringence, de 
l'héparine qui va limiter le bruit de fond, des ARNs de transfert, de l’EDTA à 5mM, du Tween20 
(détergents) et de l'H20 DEPC. 
Les embryons sont incubés toute la nuit avec les sondes (0,5-1µg/mL) dans du mix d'hybridation 
à 65°C. 
Jour2: On prépare des dilutions du mix d'hybridation (75%, 50%, 25%) que l'on chauffe à 65°C. 
Puis on augmente la stringence en effectuant des lavages de 20min avec ces différentes solutions. 
On incube les embryons durant 1h avec une solution contenant du PBST, 2mg/ml de BSA et 2% 
de HIGS. Ensuite on dilue l'anticorps anti-DIG à 1/4000 dans cette solution et on incube les 
embryons toute la nuit à 4°C. 
Jour3: On lave rapidement avec du TBST pH:8 puis de nombreuses fois durant 15min à 
température ambiante. Ensuite on réalise deux lavages avec du tampon alcaline phosphatase (Tris 
pH:9,5 et ions Mg2+) pour permettre à l'enzyme de catalyser sa réaction. Puis on incube les 
embryons avec du tampon de révélation contenant du NBT 350µg/mL et du BCIP 175µg/mL 
jusqu'à l'apparition du signal de la sonde. Enfin on lave avec de la solution STOP (EDTA) qui va 
enlever les ions Mg2+ des puits et stopper la catalyse de la phosphatase alcaline. 
5) Immunomarquage Phosphosmad 
Jour 1: On fixe les embryons durant 15min. Puis on transfère les embryons dans une plaque 
96puits. On les rince avec du méthanol 100%. Ensuite, on incube les embryons avec une solution 
contenant du PBST et BSA 2%. Enfin on incube avec 100µl d'anticorps anti phosphosmad rabbit 
dilué au 300ème à 4°C. 
Jour2: On rince les embryons avec la solution contenant du PBST 1X et de la BSA 2% puis on 
ajoute l'anticorps secondaire anti rabbit couplé au fluorochrome Cy3 émettant dans le rouge dilué 
1/400. On incube à température ambiante durant 2h.  
 
6) Montage et photographie des embryons 
Les embryons vivants sont fixés sur la lame grâce à de la poly-lysine tandis que les embryons 
fixés sont dans un milieu contenant 50% de glycérol pour pouvoir les manipuler et les 
photographier. 
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RESULTATS 
 
 
 
 
1) Recherche du transcrit Pinhead dans les bases de données 
 
 
Nous avons débuté le projet par la recherche du transcrit pinhead chez une autre espèce 
d’oursin de mer : Strongylocentrotus Purpuratus[4]. Le génome de cette espèce a été entièrement 
séquencé contrairement à notre modèle. Nous avons ainsi trouvé un gène non annoté qui avait 
une forte homologie avec son orthologue chez l’Ascidie. 
 
Nous avons recherché sa localisation dans le génome à l’aide du logiciel JBrowser du site 
Echinobase. Nous voulions déterminer la distance qui le sépare du gène admp1 car dans le 
génome de l’Ascidie, le gène pinhead se trouve à proximité du gène admp1. Le logiciel JBrowser 
nous a permis de voir que le gène pinhead se trouvait à 11393pb en amont du gène admp1 et 
orienté dans la même direction chez S.Purpuratus.(fig2a) 
 
Nous avons ensuite interrogé les bases de données incomplètes de P.Lividus avec la 
prédiction découverte chez S. Pupuratus. Le crible de la banque d’EST ne donna aucun résultat, 
nous avons donc recherché des homologies de séquences dans les bases de données de RNAséq. 
Nous avons alors obtenu une séquence de 714pb correspondant au 3’ du transcrit pinhead. 
Cependant, pour cloner l’ORF d’ADNc de pinhead il est nécessaire d’avoir une séquence en 
5’contenant l’ATG. 
 
En recherchant dans les bases de données génomiques, nous avons identifié une séquence 
de 40pb homologue au 5’ du transcrit pinhead. 
Ces séquences nous ont permis de choisir deux couples d’amorces pour amplifier l’ORF de 
1200pb du cDNA pinhead. Après analyse de la séquence du clone obtenu, nous avons pu 
confirmer qu’il s’agissait du transcrit pinhead chez P.Lividus. 
 
Dans le but de compléter cette séquence, nous avons réalisé par la suite une RACE PCR 
pour obtenir le 3’UTR du transcrit. L’analyse de la séquence des clones obtenus valide 
l’obtention du 3’UTR.(fig2b) 
 
Nous avons ensuite traduit la séquence pour obtenir la séquence protéique Pinhead. Nous 
avons pu déterminer la séquence du peptide signal en 5’ et les différentes cystéines du domaine 
cystéine knot.(fig2c) 
 
Les informations que nous avons collectées sur les différentes bases de données vont nous 
permettre de synthétiser des sondes d’hybridations in situ afin de comprendre le rôle de pinhead 
chez l’embryon d’oursin. 
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Figure 2 : Résumé des résultats obtenus par analyses bio-informatiques. 
 
a) Le transcrit pinhead, en amont du gène admp1 sur le génome de S. Purpuratus.  
Légende figure2a) Capture d’image du site Echinobase JBrowser représentant la position du gène pinhead par rapport au gène 
admp1. Le gène pinhead se trouve en amont du gène admp1 et est orienté dans la même direction. 
 
b) Schéma représentant le transcrit pinhead chez Paracentrotus Lividus.  
Légende figure 2b)  
En rouge : Résultat obtenu lors de la recherche dans les banques génomiques de P.Lividus. Fragment de 40pb comprenant l’ATG.  
En vert : Résultat obtenu lors de la recherche dans les banques RNAséq de P.Lividus. Fragment de 714pb comprenant le codon 
stop et incomplet en 5’. 
En bleu : Primer choisi pour effectuer la RACE 3’ PCR et obtenir la séquence UTR de pinhead.  
En gras : Résultat obtenu par PCR et RACE 3’PCR qui nous permet de compléter la séquence de pinhead pour Paracentrotus 
Lividus. Reconstitution de la séquence ORF et 3’UTR. 
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c) Schéma représentant la protéine Pinhead chez Paracentrotus Lividus.  
 
Légende figure 2c) : Schéma représentant la protéine Pinhead.  
A gauche : Séquence protéique de Pinhead avec mise en évidence en rouge du peptide signal et en vert des différentes cystéines 
formant le domaine cystéine knot. Le domaine cystéine knot permet à Pinhead de se fixer sur les TGFβ et le peptide signal permet 
à a protéine d’être sécrétée. Nous avons recherché la prédiction du peptide signal grâce au site 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
 
A droite : Schéma (représentation cartoon) de la protéine Pinhead. En violet, représentation de la protéine Pinhead et « des bras » 
permettant de créer une liaison avec un TGFβ (beige). 
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2) Profil d'expression de pinhead 
 
 
A partir d’un clone de l’ORF du transcrit pinhead, nous avons synthétisé une sonde 
d’hybridation.(fig3a) 
L’hybridation in situ a été réalisé sur n≈ 200 embryons de différents stades du développement 
allant du stade œuf au stade Late Gastrula (LG). 
Nous n’avons pas observé d’expression au stade œuf mais celle-ci semble débuter dès le stade 
Early Blastula (EB). 
Au stade Mésenchyme Blastula (MB), le marquage est très hétérogène. Le signal semble plus ou 
moins fort selon les embryons et il apparait sous forme de gradient pour 45% d’entre eux. 
Plus tardivement lors de la gastrulation, le marquage semble être bilatéral et ventral. On a observé 
également une expression localisée sur le tube digestif en formation. 
 
 
L’hétérogénéité des résultats du stade MB indiquerait un problème de spécificité de la sonde. On 
a alors décidé de changer les conditions d’hybridation pour que celle-ci soit plus stringente et 
limite les fixations non spécifiques de la sonde. 
L’expérience n’a pas modifié le signal précédemment obtenu pour le stade MB.(fig3a) 
 
On remarque alors en analysant la séquence de l’ORF du transcrit pinhead qu’il existe une région 
riche en GC. La région riche en GC influe sur les mésappariements de la sonde avec des cibles 
non spécifique. 
 
On a décidé de synthétiser une nouvelle sonde correspondant à l’UTR de pinhead. Nous avons 
observé des résultats homogènes pour l’ensemble des stades. Les stades précoces semblent avoir 
une expression faible du transcrit pinhead. Les gastrulas ont un marquage bilatéral et ventral qui 
ressemble à celui obtenu pour la sonde correspondant à l’ORF du transcrit.(fig3b) 
 
Puisque l’expression est plus forte lors du stade LG, nous observerons les variations d’expression 
de pinhead et les effets sur les gènes liés à l’axe D/V à partir de ce stade du développement. 
 
 
 
 
 
 
 
18 
 
 
Figure 3 : Profil d’expression de pinhead chez Paracentrotus Lividus. 
 
a) Observation de l’expression ventrale de pinhead par une sonde couvrant l’ORF du transcrit. 
Légende figure 3a) 
Stade œuf : Pas d’expression observée avec la sonde pinhead ORF.  
Stade EB : Obtention d’un signal fort sur l’ensemble de l’embryon.  
Stade MB : Résultat hétérogène avec 35% d’embryons très marqués, 20% d’embryons peu marqués et 45% d’embryons 
présentant un gradient. Ces résultats ne permettent pas d’être certain de l’expression de pinhead. 
Stade EG : Signal de l’expression de pinhead présent du côté ventral de l’embryon de manière bilatérale.  
Stade LG : Signal de l’expression de pinhead présent du côté ventral de l’embryon de manière bilatérale.  
 
b) Observation de l’expression ventrale de Pinhead par une sonde couvrant l’UTR du transcrit.  
Légende Figure 3b)  
Stade œuf: Pas de signal de l’expression de pinhead.  
Stade EB: Pas de signal de l’expression de pinhead.  
Stade MB: Résultats homogènes d’absence de signal correspondant à l’expression de pinhead.  
Stade EG: Observation du signal de pinhead du côté ventral de l’embryon et de manière bilatérale et du tube digestif. 
Stade LG: Observation du signal de pinhead du côté ventral de l’embryon et de manière bilatérale et du tube digestif. 
Stade Prism: Signal identique au stade LG.  
Stade Pluteus : Observation d’un signal au niveau du tube digestif et de l’endoderme. Absence de signal au niveau des bras de la 
larve et de l’apex.  
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3) Analyse fonctionnelle de pinhead : Phénotype morphologique 
 
 
Pour observer les effets de la surexpression de pinhead, nous avons injecté des solutions 
contenant d’ARNm pinhead à différentes concentrations. Les concentrations supérieures à 
300ng/µl sont toxiques pour les embryons. La toxicité engendre une perturbation du 
développement et de nombreuses cellules apoptotiques entraînant la mort des embryons. Les 
concentrations inférieures à 300ng/µl semblent ne pas avoir d’effet car l’on obtient des embryons 
avec un phénotype sauvage. 
Les embryons injectés avec une solution de transcrit pinhead à 300ng/µl semble avoir un 
squelette moins développé et un axe dorso-ventral altéré. On observe que la partie dorsale et les 
bras sont restreints mais aucune malformation au niveau du tube digestif.(fig4a) 
 
 
Par la suite, nous voulions en apprendre davantage sur le rôle de pinhead en inhibant son 
expression. Pour inhiber l’expression de pinhead, nous avons utilisé des morpholinos. Les 
morpholinos sont des oligo antisens qui se fixent sur le transcrit pour empêcher la traduction en 
protéine. 
Nous avons utilisé trois types de morpholinos : Un morpholino qui se fixe sur le codon start ATG 
de pinhead ; Un morpholino Splice qui se fixe sur un site d’épissage du transcrit pinhead 
empêchant l’excision d’un intron ; Un morpholino contrôle qui ne peut se fixer sur le transcrit 
pinhead car il a 7 mésappariements (mismatch). 
On a injecté ces morpholinos à différentes concentrations. On observe que l’injection du 
morpholino mismatch à des concentrations allant jusqu’à 0,9mM ne présente pas de toxicité et 
induit un phénotype sauvage. 
Les injections du Mo ATG et du Mo Splice sont toxiques pour les embryons si les concentrations 
sont supérieures à 0,3mM. Nous avons donc injecté de 0,1mM à 0,3mM. 
 
Le Mo ATG ne présente pas de phénotype majeur dans la gamme d’injection de 0,1mM à 
0,3mM. On ne peut faire la distinction entre le phénotype dû à l’inhibition de la traduction de 
celui lié à la toxicité. 
Contrairement au Mo ATG, le Mo splice injecté à 0,2mM nous permet d’observer un phénotype 
avec peu de toxicité. 
 
On observe alors que l’inhibition de la traduction de la protéine Pinhead induit une radialisation 
des embryons avec un apex très raccourci dû au squelette qui semble également réduit.(fig4b) 
 
Pour comprendre ces phénotypes, nous devons observer les effets de la variation d’expression de 
pinhead sur les marqueurs dorsaux et ventraux. Cela nous permettra certainement d’en apprendre 
d’avantage sur le rôle de pinhead. 
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Figure 4 : Phénotypes morphologiques lors de variations d’expression de pinhead 
 
a) Radialisation des embryons suite aux injections de l’ARNm pinhead. 
Légende figure 4a) Photo a et b : Observation du phénotype sauvage d’embryon d’oursin à un stade tardif pluteus (72hpf), on 
observe un apex allongé du côté dorsal, un squelette filiforme et quelques cellules pigmentaires rouges. 
Photo c et d : Observation du phénotype d’embryon injecté avec 50ng/ul d’ARNm pinhead. On observe un apex allongé, un 
squelette et un tube digestif formé comme le type sauvage.  
Photo e et f : Observation du phénotype d’embryon injecté avec 300ng/ul d’ARNm pinhead. On observe un apex restreint ainsi 
que des bras raccourcis. Le squelette des embryons semble recourbé et il y a beaucoup de cellules pigmentaires.  
 
b) Radialisation des embryons suite à l’injection des différents morpholinos Pinhead 
 
Légende figure 4b) Photo a-b : Photo du phénotype sauvage. On observe un apex allongé avec un squelette bien développé.  
Photo c–f : Photos d’un embryon injecté avec 0,3mM et 0,6mM de Mo Mismatch. Phénotype ressemblant au sauvage.  
Photo g-l : Photos d’un embryon injecté avec le Mo ATG. Photo g et h : Observation d’un embryon injecté avec 0,1mM Mo 
ATG, phénotype ressemblant au sauvage. Photo i et j : Observation d’un embryon injecté avec 0,2mM Mo ATG, phénotype 
ressemblant au sauvage bien que l’apex soit légèrement moins allongé. Le squelette est bien développé. Photo k et l : 
Observation d’un embryon injecté avec 0,3mM Mo ATG. On observe que l’apex est restreint ainsi que le squelette. On observe 
également de grandes cellules sur la vue médiane qui pourrait correspondre à un phénotype de toxicité.  
Photo m-r : Photo d’embryons injectés avec Mo Splice. Photo m et n : Observation d’un embryon injecté avec 0,1mM Mo 
Splice. Phénotype ressemblant au sauvage. Photo o et p : Observation d’un embryon injecté avec 0,2mM Mo Splice. On observe 
un embryon très radialisé avec un apex restreint, un squelette mal développé ressemblant au phénotype d’injection d’ARNm 
pinhead. Il y a peu de toxicité. Photo q et r : Observation d’un embryon injecté avec 0,3mM Mo Splice. On observe un embryon 
très radialisé présentant beaucoup de toxicité avec de grosses cellules éparses. 
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4) Analyse fonctionnelle de pinhead : Phénotype moléculaire 
 
 
Pour poursuivre l’analyse fonctionnelle de pinhead, nous avons observé l’expression de 
marqueurs ventraux et dorsaux lors de la surexpression et l’inhibition de la traduction du transcrit 
pinhead. 
Nous commençons par l’analyse des résultats des marqueurs ventraux. 
Le transcrit chordin est un marqueur ventral, il se trouve en aval de nodal. On observe que lors de 
la surexpression du transcrit pinhead il y a une extension de l’expression de chordin vers le pôle 
animal. Ce phénotype se retrouve étrangement lors de l’inhibition de la traduction du transcrit 
pinhead. 
Le transcrit admp1 est exprimé en aval de nodal sur la face ventrale de l’embryon. La 
surexpression de pinhead ne semble pas modifier l’expression spatiale du transcrit admp1 mais 
cela augmenterait le signal. On observe que l’inhibition de l’expression de pinhead entraine une 
extension spatiale de l’expression d’admp1 au pôle animal. Cette extension semble restreinte au 
pôle animal. 
Suite à l’observation des modifications de l’expression de ces deux marqueurs ventraux, nous 
observons les effets des modifications de l’expression de pinhead sur le gène nodal. 
En LG, le transcrit nodal est exprimé sur la face ventral de manière unilatéral. On observe alors 
que la surexpression de pinhead semble induire une baisse du signal de nodal. A contrario, 
l’inhibition de l’expression de pinhead semble induire une augmentation de l’expression de 
nodal. 
 
Nous continuons l’analyse par l’observation des marqueurs dorsaux. 
Le transcrit tbx23 est un marqueur dorsal en aval de bmp2/4. Il est exprimé au niveau de 
l’ectoderme dorsal et des cellules mésenchymateuses. Lorsque l’on surexprime ou que l’on inhibe 
l’expression de pinhead, on observe une perte du signal de tbx23 au niveau de l’ectoderme. Il 
semble exprimé uniquement dans les cellules mésenchymateuses. 
 
Suite à ce résultat, nous avons observé l’activité de la voie bmp2/4 par le biais d’un 
immunomarquage des facteurs de transcription Smads 1/5/8 phosphorylés. Les phosphosmads 
nous indiquent que la voie de signalisation de BMP2/4 est active. La voie BMP2/4 est active du 
côté dorsal de l’embryon au niveau de l’ectoderme et des cellules mésenchymateuses. On observe 
alors que les modifications de l’expression de pinhead induisent une perte du signal des 
phosphosmads au niveau de l’ectoderme et une augmentation de l’expression au niveau des 
cellules mésenchymateuses. 
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Figure 5 : Profil d’expression des gènes chordin, tbx23, bmp2/4, nodal et admp1 lors de 
variations de l’expression de pinhead. 
Légende figure 5): Hybridation in situ d’embryon au stade LG et Immunomarquage d’embryon au stade LG. 
Photo a - f: Expression du transcrit chordin. Photo a ; b : Embryon sauvage avec marquage ventrale de chordin. 
Photo c ; d : Embryon injecté ARNm pinhead et marquage étendu sur la face ventrale. Photo e ; f : Embryon injecté 
avec 0,2mM de Mo pinhead splice et marquage étendu sur la face ventrale. 
Photo g - l: Expression du transcrit admp1. Photo g ; h : Embryon sauvage avec marquage au milieu de la face 
ventrale en « bande ». Photo i ; j : Embryon injecté ARNm pinhead et marquage spatiale identique. Photo k ; l : 
Embryon injecté Mo pinhead splice et extension du marquage admp1 au niveau du pôle animal et sur la face ventrale 
Photo m – r : Expression du transcrit nodal. Photo m ; n : Embryon sauvage avec marquage unilatéral ventral. 
Photo o ; p : Embryon injecté ARNm pinhead et marquage plus faible que le sauvage. Photo q ; r : Embryon injecté 
Mo pinhead splice et marquage plus fort que le sauvage 
Photo s - x: Expression du transcrit tbx23. Photo s ; t : Embryon sauvage et marquage dorsal de tbx23 (ectoderme et 
endoderme). Photo u ; v : Embryon injecté ARNm pinhead avec absence de marquage au niveau de l’ectoderme 
dorsal. Photo w ; x : Embryon injecté Mo pinhead splice avec absence de marquage au niveau de l’ectoderme dorsal. 
Photo y - з: Visualisation de la voie BMP2/4 activée. Photo y ; z : Embryon sauvage avec marquage phosphosmad 
coté dorsal de l’embryon. Photo α ; β : Embryon injecté ARNm pinhead et marquage limité aux cellules 
mésenchymateuse. Photo б ; з : Embryon injecté Mo pinhead splice et marquage limité aux cellules 
mésenchymateuse.  
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5) Analyse fonctionnelle de pinhead sur le transcrit admp1 
 
 
Suite aux précédents résultats et à notre hypothèse de travail, nous avons décidé d’observer le 
rôle de pinhead sur la répression d’admp1. 
 
La surexpression de pinhead n’a pas induit de répression massive d’admp1 toutefois l’inhibition 
de la traduction de pinhead induit une légère extension du signal d’admp1. 
 
Ainsi, nous avons expérimenté une double injection d’ARNm nodal et de Mo pinhead. La 
surexpression de Nodal induit une extension de l’expression d’admp1 mais l’action synergique de 
l’ARNm nodal et du Mo pinhead splice semble induire une expression massive d’admp1 sur 
l’ensemble de l’embryon.(fig6) 
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Figure 6 : Rôle répresseur du gène pinhead sur l’expression du transcrit admp1. 
 
Légende Figure 6): 
Photo a - c : Hybridation in situ d’un embryon sauvage avec une sonde correspondant au transcrit admp1. 
Photo a : Expression du gène admp1 au milieu de la partie ventrale. 
Photo b : Expression du gène admp1 le long de la face ventrale entre le pôle animal et le pôle végétal. 
Photo c : Expression du gène admp1 au milieu de la face ventrale.  
 
Photo d-f : Hybridation in situ d’un embryon injecté avec une solution de 300ng/µ l d’ARNm pinhead à l’aide d’une sonde 
correspondant au transcrit admp1.  
Photo d : Expression du gène admp1 sur l’ensemble de la face ventrale et de manière ectopique sur le côté dorsal. 
Photo e : Expression du gène admp1 sur l’ensemble de l’embryon.  
Photo f : Expression du gène admp1 étendue à la moitié de la face ventrale.  
 
Photo g-i : Hybridation in situ d’un embryon injecté avec une solution de 0,2mM Mo pinhead à l’aide d’une sonde correspondant 
au transcrit admp1. 
Photo g : Expression du gène admp1 sur l’ensemble de la face ventrale et de manière ectopique sur le côté dorsal, expression très 
marqué.  
Photo h : Expression du gène admp1 sur l’ensemble de l’embryon et accentué sur le côté ventrale de l’embryon.  
Photo i : Expression du gène admp1 étendue sur l’ensemble de la face ventrale de l’embryon. 
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DISCUSSION 
 
 
 
 
 
Nous avons débuté le projet par la recherche du transcrit pinhead chez l’espèce d’oursin 
S.Purpuratus dont le génome a été entièrement séquencé. L’alignement des séquences de 
l’Ascidie avec les données de S.Purpuratus a permis d’identifier le transcrit et la localisation de 
pinhead dans le génome de l’échinoderme.  
La localisation de pinhead juste en amont du transcrit admp1 et orienté dans le même sens 
(fig2a), semble conservée entre l’Ascidie et les échinodermes. On pourrait analyser les séquences 
régulatrices chez les échinodermes pour avoir un indice sur la conservation de la répression 
transcriptionnelle. 
La comparaison des séquences des génomes de S.Purpuratus et P.Lividus (fig2b), nous a permis 
d’identifié l’ADNc de pinhead chez notre modèle. 
 
Nous avons ainsi complété les informations manquantes pour l’espèce P.Lividus, et reconstitué la 
séquence protéique de pinhead (fig2c). Certains domaines protéiques sont conservés tel que le 
peptide signal et le domaine cystéine knot. Il semble donc que Pinhead soit une protéine sécrétée 
qui est capable de se fixer aux TGFβ chez P.Lividus. 
Ainsi, la séquence du transcrit, sa place dans le génome et la séquence protéique seraient des 
éléments conservés qui pourraient avoir un lien avec le rôle répresseur de pinhead sur admp1. 
 
 
 Dans un deuxième temps, nous avons observé l’expression spatio-temporelle de pinhead. 
Nous avons alors réalisé une sonde d’hybridation in situ à partir des clones du transcrit. 
La première sonde couvrant l’ORF du transcrit pinhead engendra des résultats très hétérogènes. 
De plus, ces résultats étaient en désaccord avec une expérience de puce à ARN criblant le 
génome de S.Purpuratus. Cette expérience indique que l’expression de pinhead est tardive et 
débute lors de la gastrulation. Nous avons donc synthétisé une autre sonde couvrant l’UTR de 
pinhead (fig3a). Nous avons obtenu des résultats plus homogènes et en accord avec les résultats de 
puces à ARN. 
 
L’expression de pinhead semble ventrale et bilatérale pour les stades tardifs (fig3b). Nous sommes 
étonné de ce résultat car chez l’Ascidie, pinhead semble être en aval de bmp2/4, donc nous 
pensions que pinhead serait exprimé du côté dorsal de l’embryon d’oursin. On pense donc que 
pinhead est induit par une autre voie de signalisation. 
Cependant, l’expression d’admp1 se trouve au milieu de la face ventrale de manière contiguë à 
l’expression de pinhead. Ces résultats ne sont donc pas opposés avec l’hypothétique rôle 
répresseur de pinhead sur admp1 bien qu’il ne soit pas en accord avec les résultats obtenu chez 
l’Ascidie. 
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Dans un troisième temps, nous nous intéressions au rôle fonctionnel de pinhead. Nous 
avons analysé les phénotypes liés aux variations de l’expression du transcrit pinhead.(fig4) 
On induit la surexpression de pinhead en injectant de l’ARNm pinhead. La surexpression de 
pinhead induit un phénotype traduisant une perturbation de l’axe D/V par un rétrécissement du 
squelette, de l’apex dorsale et des bras de l’embryon. 
Nous n’avons toutefois pas effectué de contrôle de la surexpression de pinhead bien que nous 
avions une stratégie. Nous devions synthétiser un ARNm pinhead muté à l’aide d’une 
mutagénèse dirigée par PCR. La mutation engendrée devait muter les cystéines du domaine 
cystéine knot de Pinhead pour inactiver la fonction répressive lié à la protéine. 
 
Ensuite, nous avons induit une inhibition de la traduction de la protéine Pinhead en 
injectant des morpholinos. Les phénotypes obtenus après l’injection des Mo pinhead ressemble 
étrangement à ceux obtenu lors de l’injection d’ARNm pinhead. On pense alors que pinhead agit 
sur la mise en place de l’axe dorso-ventral. 
Nous avons contrôlé l’injection des morpholinos en disposant du Mo Mismatch qui permet de 
voir si l’effet du morpholino est dû à l’injection ou à l’absence de protéine pinhead. Toutefois, un 
véritable contrôle de cette expérience aurait été de sauver le phénotype en injectant de l’ARNm 
pinhead au stade 2.  
 
 
Enfin, pour comprendre son rôle sur l’axe D/V, nous avons étudié l’expression de 
marqueurs ventraux et dorsaux (fig5). 
On observe que les marqueurs ventraux semblent plus étendus lors de variations du transcrit 
pinhead et l’expression de nodal semble diminuée lors de la surexpression de pinhead. 
 
L’observation des marqueurs dorsaux indiquerait que lors de variations de pinhead, la voie 
BMP2/4 n’est plus active au niveau de l’ectoderme dorsal mais reste présente au niveau des 
cellules mésenchymateuses. Ce profil se répercuterait sur les gènes en aval de bmp2/4. 
Le gène pinhead semble lié à l’équilibre des voies TGFβ le long de l’axe dorso-ventral. Tel que, 
lors de la surexpression de pinhead, la protéine pourrait se lier à d’autres molécules telles que 
Nodal ou BMP2/4. De même, lorsque l’expression de pinhead est diminuée ; cela augmenterait la 
concentration des TGFβ. Les variations de pinhead entraîneraient un déséquilibre des gènes en 
lien avec l’axe D/V. 
 
L’inhibition de la traduction du transcrit pinhead favoriserait également l’augmentation de 
l’expression du transcrit admp1 au pôle animal.  
 
Pour comprendre si cela est dû à l’éventuel rôle répresseur de pinhead ; nous avons 
surexprimé nodal et inhiber la traduction de la protéine Pinhead. Cette expérience suggère que 
l’absence de Pinhead augmente l’expression spatiale d’admp1 (fig6). La protéine Pinhead semble 
avoir un rôle répressif sur admp1. 
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Figure 7 : Schéma bilan des résultats et perspectives. 
 
 
 
 
 
 
 
Légende figure 7) : Réseau génétique partiel de l’axe D/V chez l’embryon d’oursin P.Lividus.  
En bleu : TGFβ 
En vert : gènes en aval des TGFβ. On remarque que les gènes ventraux sont en aval du TGFβ Nodal tandis que les 
gènes dorsaux sont en aval du TGFβ BMP2/4. Nodal induit également l’expression du TGFβ ADMP1. Nodal induit 
l’expression de BMP2/4.  
En rouge : protéine Pinhead est capable de réprimer l’expression d’ADMP1. Les hypothèses qui restent sans réponse 
telles que le rôle de Pinhead sur le TGFβ Nodal ; l’effet répresseur de BMP2/4 sur ADMP1 et l’acteur qui pourrait 
induire l’expression du transcrit Pinhead.  
Flèche pointillé bleu : Translocation de BMP2/4 du côté dorsal de l’embryon.  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
 
 
 
 
 
A l’issue de l’analyse des résultats, nos connaissances sur le transcrit pinhead se sont 
étoffées. En effet, nous avons pu observer la présence du transcrit chez l’oursin P.Lividus et 
observer son profil d’expression. Ces recherches suggèrent que le transcrit pinhead s’exprime du 
côté ventral de l’embryon et donc pas en aval du ligand BMP2/4 comme il l’a été démontré chez 
l’Ascidie. Toutefois, il semble que l’expression spatiale de pinhead concorde avec son rôle 
répresseur sur admp1. De même, la localisation de pinhead sur le génome semble également 
suggérer qu’il conserverait son rôle répresseur sur le transcrit admp1. L’analyse fonctionnelle de 
pinhead sur les différents acteurs de la mise en place de l’axe D/V vont dans le même sens. Il 
semble que la protéine Pinhead a bien un rôle sur la mise en place de l’axe D/V et un rôle 
répresseur sur le ligand admp1 bien qu’il ne soit peut-être pas le répresseur central d’admp1. 
 
Toutefois, nous ne savons pas comment pinhead agit sur les TGFβ Nodal et BMP2/4, il 
faudrait mettre en place une expérience d’immunoprécipitation pour voir si Pinhead est capable 
de se fixer à ces ligands et de les réprimer. 
 
Il nous reste également à en apprendre d’avantage sur le mécanisme de répression 
transcriptionnelle de pinhead car les techniques que nous avons utilisées ne modifient pas sa 
transcription. Pour étudier ce mécanisme, nous pourrions inhiber la traduction des facteurs de 
transcription en utilisant des morpholino. Ainsi en criblant les différents facteurs de transcription 
présents du côté ventral de l’embryon, nous pourrions peut-être trouver le facteur qui est lié au 
mécanisme de répression transcriptionnelle de pinhead. 
 
Enfin, il nous manque une information qui nous permettrait de placer pinhead dans le 
réseau génétique étudié par le laboratoire. Il s’agirait de comprendre qui induit l’expression de 
pinhead. 
Pour obtenir cette information, nous pourrions surexprimé et inactivé l’expression de nodal et de 
bmp2/4 ainsi que l’activité d’autres voies de signalisation. 
 
Ce projet s’inscrit dans la compréhension globale du réseau génétique de l’axe D/V chez 
l’oursin P.Lividus. Cela correspond à l’objectif que s’est fixé le laboratoire qui m’a accueilli. 
Ainsi, par l’élaboration du réseau génétique, l’équipe du Dr T. Lepage espère mieux comprendre 
le fonctionnement des mécanismes de compensation et de plasticité caractéristique de l’embryon 
d’oursin Paracentrotus Lividus. 
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BILAN DES COMPETENCES 
 
Durant mon stage, j’ai pu mettre en place un projet en commençant par rechercher dans les bases 
de données mon gène d’intérêt jusqu’à la mise en place et la réalisation des démarches 
expérimentales. J’ai eu l’occasion de comprendre et d’exécuter des protocoles pour pouvoir 
inclure un gène dans un réseau génétique. Cela m’a permis d’utiliser de nombreuses techniques 
de biologie moléculaire lors du clonage.  J’ai également appris de nouvelles techniques, 
minutieuses et demandant beaucoup de patience tel que l’injection d’embryons d’oursin, 
l’hybridation in situ et l’immuno-marquage. 
 
Une fois ces techniques maitrisées j’ai pu organiser mes journées et faire avancer mon projet. Au 
fil des mois, j’ai ainsi mis en place mes expériences en fonction du temps et du matériel dont 
j’avais besoin (temps d’incubation, temps nécessaire au développement des embryons…). 
 
De plus, j’ai eu l’occasion de voir le fonctionnement d’un laboratoire du point de vue logistique. 
J’ai appris à rédiger un cahier de laboratoire pour pouvoir communiquer facilement avec l’équipe 
qui m’a accueilli.  
 
 
Je tiens donc à remercier l’équipe qui m’a accueilli durant ces cinq mois et qui à partager avec 
moi un peu de leur savoir:  
 
Dr Lepage Thierry; Mlle Amrouche Radja ; Mlle Guiaud Audrey ; Dr Molina Dolores ;  
Mlle Floc’hlay Swann; Dr Haillot Emmanuel. 
 
Je tiens également à remercier l’ensemble du 7ème étage du bâtiment de Sciences Naturelles pour 
leur présence et leur bonne humeur ainsi que les nombreux gâteaux réalisés. Un remerciement 
tous particulier à Gwennaëlle, Sophie et Romain !  
 
